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白木香查尔酮异构酶基因的克隆鉴定与表达分析
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摘要: 查尔酮异构酶 (chalcone isomerase, CHI) 是黄酮类成分生物合成途径中的关键酶之一, 在植物防御反应

中发挥重要作用。本研究根据白木香转录组测序结果并结合RT-PCR技术首次从白木香愈伤组织中克隆得到 1个

CHI基因, 命名为AsCHI1。白木香AsCHI1基因的开放阅读框 (ORF) 长 654 bp, 编码蛋白含 217个氨基酸, 其蛋白分

子质量为 23.11 kDa。AsCHI1蛋白具有查尔酮异构酶保守的活性位点, 系统进化树显示AsCHI1蛋白为 I型CHI蛋

白 , 与棉花 (Gossypium hirsutum) CHI 蛋白亲缘关系较近。构建原核表达载体 pET28a-AsCHI1 并在 E. coli BL21

(DE3) 菌株中成功表达AsCHI1, 利用Ni2+亲和色谱纯化得到可溶性AsCHI1重组蛋白。体外酶活性分析证明重组蛋

白AsCHI1可以催化柚皮素查尔酮转化为柚皮素。实时荧光定量PCR检测结果表明白木香愈伤组织经盐、甘露醇、

低温以及重金属胁迫诱导后, AsCHI1基因的表达量明显上升; 植物激素脱落酸、赤霉素和水杨酸均能够诱导愈伤组

织中AsCHI1基因表达, 说明AsCHI1在白木香自我防御反应中发挥作用。本研究结果为进一步探讨白木香中黄酮

类成分的生物合成及其在白木香防御反应中的作用提供参考。
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Abstract: Chalcone isomerases (CHIs) play an essential role in the biosynthesis of flavonoids important in

plant self-defense. Based on the transcriptome data of Aquilaria sinensis Calli, a full-length cDNA sequence of

CHI1 (termed as AsCHI1) was cloned by reverse transcription PCR. AsCHI1 contains a complete open frame (ORF)

of 654 bp. The deduced protein is composed of 217 amino acids, with a predicted molecular weight of 23.11 kDa.

The sequence alignment and phylogenetic analysis revealed that AsCHI1 has conserved most of the active site

residues in type I CHIs, indicating a close relationship with the CHI from Gossypium hirsutum. The recombinant

AsCHI1 protein was obtained by heterologous expression of AsCHI1 in E. coli BL21(DE3). The purified AsCHI1

protein exhibited CHI activity by catalyzing the production of naringenin from naringenin chalcone. Remarkably,

AsCHI1 expression in A. sinensis Calli treated with various abiotic stresses including salt, mannitol, cold, and

heavy metals could be markedly increased, and plant hormones such as abscisic acid (ABA), gibberellin (GA3), and

salicylic acid (SA) could also increase the expression of AsCHI1, suggesting that AsCHI1 might play an important

role in plant self-defense. The results expand our understanding of the biosynthesis of flavonoids in A. sinensis and

give further insight into the defensive responses of A. sinensis to abiotic and biotic stresses.
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白木香 Aquilaria sinensis (Lour.) Gilg为瑞香科沉

香属植物, 是《中国药典》中名贵中药材沉香的唯一植

物基原[1]。白木香树在受到自然因素 (如雷劈、火烧、

微生物感染等) 或人为因素 (如刀斧砍伤、接菌、化学

试剂刺激等) 的作用下, 在伤口附近逐渐形成含有特

殊香味的树脂, 这种含有树脂的木材称为沉香[2]。沉

香为临床常用名贵中药, 具有行气止痛、温中止呕、纳

气平喘等功效, 用于治疗胸腹胀闷疼痛、胃寒呕吐呃

逆、肾虚气逆喘急[1]。现代药理研究表明, 沉香具有镇

痛、镇静、抗菌、抗炎、改善心肌缺血、抗肿瘤等药理作

用[3]。除了药用外, 沉香在香薰和香水产业、工艺品制

造及收藏等方面都占有非常重要的地位[4]。但自然条

件下, 沉香的形成极其困难, 形成周期异常漫长, 加上

部分商业炒作等, 导致优质沉香的价格贵比黄金, 被称

为“木中钻石”[5]。受巨大的利益驱使, 野生产香树种

遭到毁灭性的砍伐, 野生白木香因此被列为国家二级

濒危保护植物, 同时也被列入《濒危野生动植物国际贸

易公约》(ITES, 华盛顿公约)[6]。为了缓解沉香的资源

危机, 我国在广东、海南、广西等地开始大规模的人工

种植白木香, 国内学者还创造性的发明了人工输液结

香技术, 极大程度的提高了结香效率[7, 8]。但与自然条

件下经历漫长周期形成的沉香相比, 人工结香技术快

速生产的沉香在质量和香味上还有一定差距, 在资源

的利用效率 (如单株成年白木香树经人工结香技术处

理后最终产沉香的量) 上也有很大的提升空间。因此,

彻底阐明白木香树受到外界刺激后产生沉香的分子机

制, 并在此基础上对结香的过程进行人为的干预, 进一

步提高结香的效率和质量, 是当前彻底解决沉香资源

危机的关键。

目前,“诱导防御反应结香”假说被普遍接受, 白木

香在受到外界生物或非生物胁迫时, 诱发自我防御反

应, 进而引起一系列与植物体防御反应相关的基因表

达, 并伴随着防御反应物质的合成[2]。国内外学者在

沉香特征性成分倍半萜的生物合成与调控研究方面取

得了系列进展, 对于解析沉香形成的分子机制具有重

要意义[9-14]。但植物体自身的防御反应机制异常复杂,

除了从特征性防御物质合成机制进行研究外, 利用比

较转录组测序结果结合体外组织培养技术, 挖掘与白

木香自身防御反应相关基因, 尝试从不同角度和维度

解析沉香形成的分子机制倍受关注[15-17]。有研究发

现, 外加合适浓度的内源黄酮类化合物可辅助白木香

植株应对机械和化学损伤, 同时可干预白木香中黄酮

类化合物的合成, 提示内源黄酮类化合物在白木香应

对损伤的过程中发挥重要作用[18]。为了进一步探究黄

酮类成分合成与白木香防御反应间可能的相关性, 基

于课题组前期对白木香转录组测序结果, 从白木香愈

伤组织中成功克隆鉴定了一个黄酮类成分生物合成的

关键酶查尔酮异构酶 (AsCHI1), 并对该查尔酮异构酶

基因AsCHI1在非生物胁迫和植物激素处理条件下的

表达模式进行考察, 为研究白木香中黄酮类成分的合

成与白木香防御反应的相关性提供参考。

材料与方法

材料 白木香愈伤组织由课题组培养制备, 方法

简介如下: 取白木香幼嫩叶片 , 切成 1 cm 左右小段。

2.5%的次氯酸钠溶液表面消毒 10 min, 再用 70%乙醇

消毒 30 s后, 用无菌蒸馏水洗涤 4次。处理过的叶片

置于含 2 μg·mL-1 α-萘乙酸 (NAA) 和 1 μg·mL-1 6-苄氨

基腺嘌呤 (6-BA) 的MS培养基中, 避光室温下诱导培

养 1 个月后 , 将生成的愈伤组织继代于含 2 μg·mL-1

NAA、1 μg·mL-1 6-BA、1 μg·mL-1 2,4-D、1 μg·mL-1 VB5

和 1 μg·mL-1 6-糠基氨基嘌呤 (KT) 的新鲜MS培养基

中继代培养。

大肠杆菌 (E. coli) DH5α、BL21 (DE3), 购自天根

生物科技有限公司; pET28a (Novagen) 由本实验室保

存。柚皮素查尔酮 (2',4,4',6'-四羟基查尔酮, 纯度≥98%)

和异甘草素 (2',4,4'-三羟基查尔酮, 纯度≥98%) 标准品

均购自上海源叶生物科技有限公司。

RNA 的提取与 cDNA 的合成 取新鲜的白木香

愈伤组织 (300～500 mg), 按照植物 RNA快速提取试

剂盒 (Omega, Cat R6827) 实验操作步骤进行总 RNA

提取, 利用NanoDrop 2000C检测RNA浓度, 同时利用

1.2%琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性和质量。使

用反转录酶 M-MLV (Sigma, Cat M1302) 将白木香的

总RNA反转录为第一链 (cDNA), 实验操作遵照说明

书进行。

AsCHI1基因序列全长克隆 利用课题组前期对

白木香愈伤组织转录组测序数据[16], 分析挖掘出 1个

具有完整开放阅读框的 AsCHI 基因 , 依据该序列设

计两端特异性引物 (AsCHI-F, AsCHI-R), 引物序列见

表 1。以白木香总RNA的反转录产物为模板, 利用表

1 中特异引物对 AsCHI1 基因进行扩增 , 扩增体系为:
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cDNA 2 µL、10×Pyrobest Buffer Ⅱ 5 µL、dNTP Mix

(2.5 mmol·L-1) 4 µL、Pyrobest DNA Polymerase (5 U·µL-1)

0.25 µL、10 µmol·L-1引物各2 µL, 终体积为50 µL。反应

条件为: 94 ℃预变性 5 min; 然后进行 35个循环: 94 ℃

40 s, 56 °C 30 s, 72 °C 1 min, 程序循环结束后 72 °C延

伸反应 10 min。1%的琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物,

切胶回收。将回收后的PCR产物与 pMD19-T连接, 转

化到DH5α菌株后培养, 测序确认。

AsCHI1蛋白的生物信息学分析 利用在线软件

ProtParam 预测蛋白结构参数 ; 通过 ExPASY 中的

SOPMA 工具分析蛋白质序列的二级结构 ; 利用

SWISS-MODEL Workspace在线分析软件构建蛋白质

三级结构模型; 利用软件 TMHMM 2.0进行蛋白质跨

膜结构分析; 利用DNAMAN将AsCHI1与其他物种的

CHI氨基酸序列进行同源性比对; 通过MEGA 6.0软件

构建Neighbor-joining系统进化树, 进化距离的计算采

用泊松校正法, Bootstrap重复次数为1 000次。

AsCHI1原核表达载体的构建及异源表达 设计

带有酶切位点的引物 AsCHI-FE 和 AsCHI-RX (表 1),

扩增 AsCHI1 的 CDS 区 (除去终止密码子)。通过

EcoR Ⅰ和 Xho I双酶切 pET-28a表达载体, 获得其线性

化载体。将目的片段与线性化的 pET-28a载体按摩尔

比为 2∶1混合, 在Exnase Ⅱ连接酶的催化下, 37 ℃反应

30 min。将重组产物转入大肠杆菌DH5α中, 涂布于含

有卡那霉素的LB固体培养基上 37 ℃过夜培养, 挑选

阳性菌落抽提质粒进行测序验证。

经 测 序 验 证 后 的 pET28a-AsCHI1 质 粒 转 入

E. coli BL21 (DE3) 中, 挑选阳性菌落接种到 10 mL含

50 μg·mL−1卡那霉素的LB培养基中, 37 ℃下200 r·min-1

过夜活化。把活化后的菌液按照 1∶100比例接种到适

量新鲜含有 50 μg·mL-1卡那霉素的LB液体培养基中,

37 ℃下培养至菌液OD600为 0.4～0.6时加入终浓度为

0.8 mmol·L-1的异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 (IPTG), 调

节温度至 20 ℃继续振荡培养 16 h; 4 ℃、12 000 r·min-1

离心收集菌体, 于40 mmol·L-1 KPB缓冲液 (pH 7.0, 含有

100 mmol·L-1 NaCl和5 mmol·L-1咪唑) 中超声破碎提取,

破碎液 7 500 r·min-1 离心 30 min, 上清液用 0.45 µm滤

膜过滤后上样于预平衡好的Ni2+螯合树脂亲和色谱柱,

先以20 mmol·L-1 KPB缓冲液 (pH 7.0, 含有500 mmol·L-1

NaCl 和 40 mmol·L-1 咪唑 ) 洗脱除去杂蛋白 , 再以

15 mmol·L-1 KPB 缓冲液 (pH 7.5, 含 10% 甘油和

500 mmol·L-1咪唑) 洗脱目的蛋白。目的蛋白经超滤管

(10 kDa, Millipore) 离心浓缩脱盐后 , 于 20 mmol·L-1

KPB缓冲液 (pH 7.5, 含 10%甘油和 1 mmol·L-1 EDTA)

中4 ℃保存。

AsCHI1酶活性测定 酶活性分析于室温 (25 ℃)

250 μL 反应体积中进行 , 将 2 μg 纯化的重组 AsCHI1

蛋白加入到 50 mmol·L-1 KPB (pH 7.5) 缓冲液中孵育

1 min, 迅速加入 50 μmol·L-1底物, 继续孵育反应 5 min,

立即加入 500 μL乙酸乙酯终止反应并连续萃取两次,

真空离心除去溶剂, 加入 100 μL甲醇复溶, 0.45 μm滤

膜滤过, 吸取 20 µL注入液相色谱仪 (色谱柱: Eclipse

XDB-C18, 4.6 mm×250 mm, 5 µm) 进行分析。当以柚

皮素查尔酮为底物时, 流动相洗脱梯度: 0～40 min, 45%

甲醇; 40～50 min, 95%甲醇; 当以异甘草素为底物时,

流动相洗脱梯度 : 0～25 min, 30% 甲醇 ; 25～35 min,

95%甲醇; 流速: 1.0 mL·min-1。质谱 (Shimadzu LCMS-

IT-TOF质谱仪) 分析条件: 电喷雾离子源 (ESI), 扫描

模式为正、负离子同时扫描并自动触发多级质谱, MS1

的质量扫描范围m/z 100～1 000, MS2的质量扫描范围

m/z 50～1 000。喷雾室电压 4.5, -3.5 kV; 雾化气 (N2)

流量 1.5 L·min−1; 干燥气体压力 100 MPa; 检测电压

1.5 kV; CDL温度 200 ℃; 碰撞诱导解离 (CID) 能量为

70%。

AsCHI1 在不同胁迫及诱导条件下的表达分析

选取室温下培养20 d后, 长势相同的愈伤组织, 分别转

移至含 NaCl (150 mmol·L-1)、CdCl2 (500 µmol·L-1)、甘

露醇 (750 mmol·L-1)、脱落酸(ABA) (150 µmol·L-1)、赤

霉素 GA3 (150 µmol·L-1)、水杨酸 (SA) (1 µmol·L-1) 的

培养基上进行培养, 同时设置低温 (4 ℃) 处理组和未

处理正常培养对照组。各组样品分别于处理后 0、12、

24、36和48 h取样并提取总RNA。

Table 1 Primers used in this study

Primer role
Sequence

Amplification

qRT-PCR

Primer name
AsCHI-F
AsCHI-R
AsCHI-FE

AsCHI-RX
AsCHI-R1

AsCHI-R2

β-actin-F

β-actin-R

Primer sequence (5'→3')
ATGTCGCCGCTGCCGTCTGTCA
TTACTCTTTCAACAATTCTGACAATCTTGCGGCC
atgggtcgcggatccgaattcATGTCGCCGCTGCCGTCT

gtggtggtggtggtgctcgagCTCTTTCAACAATTCTGACAATCTTGC
GCAAGCACTCTATTCCTCG

CCTTCCCAACTTCAGGTATC

AGGCTAAGATTCAAGACAAGG

TTGGTCGCAGCTGATTGCTGTG
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利用实时荧光定量 PCR检测在不同处理条件下

不同时间点的表达情况。分析使用SYBR Green I荧光

染料法, 在qRT-PCR仪上进行。选取白木香β-actin基因

作为目标基因定量表达的内参基因, 引物序列见表 1。

反应体系为 : 2×PerfectStartTM Green qPCR SuperMix

5 μL、上下游引物 (10 μmol·L-1) 各 0.5 μL、模板 0.5 μL

(50 mg·L-1), 补充 ddH2O至 10 μL。反应程序: 95 ℃预

变性 3 min, 95 ℃变性 30 s, 60 ℃退火/延伸 30 s (每次

循环后采集荧光), 40个循环后 , 95 ℃变性 10 s, 65～

95 ℃做熔解曲线分析, 每个温度以每步 0.5 ℃上升, 每

个温度停留 5 s。实验数据通过 Excel进行分析, 采用

2-ΔΔCt法计算获得AsCHI1基因的相对表达量。

结果与分析

1 白木香AsCHI1基因全长 cDNA的克隆

分析挖掘白木香转录组测序结果[16], 获得一条具

有完整开放阅读框的CHI基因, 以白木香愈伤组织的

cDNA为模板进行扩增, 利用 PCR方法扩增得到一条

约为650 bp的条带, 扩增结果见图1。将PCR产物连接

到 pMD19-T载体上, 测序结果经过NCBI的BLAST比

对分析, 确定该扩增产物为具有完整ORF框的CHI基

因, 命名为AsCHI1, 其序列长度为 654 bp, 编码 217个

氨基酸。

2 AsCHI1的生物学信息分析

2.1 AsCHI1理化性质和跨膜区域分析 通过ProtParam

软件预测AsCHI1编码的蛋白分子式为C1051H1668N262O315S3,

相对分子质量为23 110.55; 理论等电点为5.04; 不稳定

系数 II为 33.95, 属于稳定蛋白; 总平均亲水性GRAVY

为 0.073, 为疏水性蛋白。利用TMHMM 2.0预测分析

表明AsCHI1中不包含跨膜域。

2.2 AsCHI1 蛋白的二级结构分析及三维结构预测

利用ExPASY中的SOPMA工具对AsCHI1基因编码蛋

白的二级结构进行预测。结果显示AsCHI1蛋白的二

级结构由 43.78%的 α-螺旋 (α-helices)、26.27%的随机

卷曲 (random coil)、20.28%的延伸链 (extended strand)

和 9.68%的 β-折叠 (β-turn) 组成 (图 2), 推测 α-螺旋是

其最大量的二级结构元件, 而随机卷曲、延伸链和 β-折

叠散布于整个蛋白中。

选择拟南芥CHI的晶体结构为模板, 利用SWISS-

MODEL Workspace 在线分析软件对白木香AsCHI1的

结构进行模建预测。结果表明, 白木香 AsCHI1与拟

南芥CHI一致性为 70.09%, 具有参考价值。具体三维

结构如图3所示。

2.3 白木香 AsCHI1 氨基酸序列和系统进化树分析

利用 DNAMAN软件将白木香 AsCHI1氨基酸序列与

GenBank中其他植物中 6个不同的CHI氨基酸序列进

行比对分析 (图 4)。结果表明 AsCHI1氨基酸序列与

橙子 (Citrus sinensis, BAA36552)、葡萄 (Vitis vinifera,

P51117)、拟南芥 (Arabidopsis thaliana, P41088)、玉米

(Zea mays, Q08704)、葛根 (Pueraria lobate, Q43056)、

紫花苜蓿 (Medicago sativa, P28012) 中CHI的氨基酸序

列具有较高的相似度, 依次为 72.2%、65.98%、60.98%、

57.45%、49.55%、49.11%。说明AsCHI1基因在进化过

程中具有较高程度的保守性, 但也存在较为明显的差异。

同时, AsCHI1氨基酸序列具有查尔酮异构酶典型的活

性位点[19] (如 Arg-38、Gly-39、Leu-40、Phe-49、Thr-50、

Tyr-108、Lys-111、Val-112、Asn-115和Cys-116)。

Figure 1 Cloning of AsCHI1 gene from A. sinensis Calli. M:

DNA marker; 1: AsCHI1

Figure 3 The deduced three-dimensional structure of AsCHI1

protein

Figure 2 Predicted secondary structure of AsCHI1 protein with SOPMA. α: α-Helices; β: β-Turn; E: Extended strand; R: Random coil
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通过进化树构建软件MEGA 6.0, 采用邻接法构建

CHI进化树, 进行CHI的聚类分析 (图 5)。从图 5可以

看出, 34个物种的CHI氨基酸序列被划分为 4个主支,

从上到下分别为 Type Ⅰ、Type Ⅱ、Type Ⅳ和 Type Ⅲ。

白木香 AsCHI1 与棉花 (Gossypium hirsutum) GhCHI

蛋白亲缘关系比较接近, 同属于 I型CHI。值得注意的

是在 II型CHIs (如 PlCHI, MsCHI) 中决定底物偏好的

Thr和Met这两个残基在 I型CHIs中多为Ser和 Ile (图

4), 因此在底物选择性上有所不同, I型CHIs仅可将柚

皮素查尔酮异构化, 而 II型CHIs则接受异甘草素和柚

皮素查尔酮作为底物[20]。

3 AsCHI1原核表达分析

将原核表达载体 pET28a-AsCHI1 质粒转化于大

肠杆菌 BL21 (DE3) 后 , 通过对不同 IPTG 浓度、诱导

培养时间及温度的考察 , 最终选择 IPTG 终浓度为

0.8 mmol·L-1于 20 ℃下诱导表达 16 h为最佳条件。由

于 AsCHI1 在其氨基酸序列使用 pET28a 自带的 His

(组氨酸) 标签, 故采用镍离子亲和色谱柱对AsCHI1蛋

白进行纯化, SDS-PAGE分析在 27 kDa附近出现目标

条带, 确定AsCHI1成功表达 (图6)。

4 AsCHI1体外酶活鉴定

查尔酮异构酶能将柚皮素查尔酮转化为柚皮素

(4',5,7-三羟基二氢黄酮)。为了鉴定 AsCHI1 的活性 ,

以柚皮素查尔酮为底物进行分析, 反应产物经HPLC

分析发现, AsCHI1可以快速将柚皮素查尔酮转化为相

对分子质量为 272的产物峰。在产物的高分辨质谱中

出现 [M-H]-峰m/z 271.059 6 (计算值: 271.061 2, 预测

分子式 C15H12O5), MS2 图谱中出现特征碎片 m/z

177.023 1和 151.003 8, 与文献中报道的柚皮素的质谱

裂解行为一致[21], 进一步比较产物的紫外吸收与柚皮

素完全一致[22]。相比之下 , 在将高温灭活的 AsCHI1

蛋白与柚皮素查尔酮孵育的反应中, 相同反应时间下,

仅见少量的环化产物柚皮素生成 (图7), 是由柚皮素查

尔酮底物在溶液中自发环合转化产生。值得注意的

是, 柚皮素查尔酮在溶液中不稳定, 容易自动环化为柚

皮素, 因此在对CHI的催化活性进行测定时, 所有反应

中底物加入的时间及加入底物后反应时间要保持一

致, 并且不能反应时间过长, 否则对照反应中的底物也

有可能完全转化为柚皮素而无法测定酶的活性。本研

究中, 经对不同时间点反应体系中柚皮素的分析考察,

Figure 4 Alignment of the deduced amino acid sequence of AsCHI1 with CHI proteins from other plants. The residues that compose the

active site are indicated with asterisks. The residues marked with yellow box supposedly play an important role in substrate preference. As:

Aquilaria sinensis; At: Arabidopsis thaliana; Vv: Vitis vinifera; Ms: Medicago sativa; Zm: Zea mays; Pl: Pueraria lobate; Cs: Citrus sinensis
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在 5 min时, AsCHI1可以将底物全部转化, 而对照反应

中仅少量底物自发转化, 证明 AsCHI1确实具有查尔

酮异构酶活性, 但当以异甘草素为底物对 AsCHI1进

行酶活分析时, 发现 AsCHI1不能催化异甘草素。文

献报道, 异甘草素只能被 II型CHIs接受, 而不能被 I型

CHIs接受, 说明AsCHI1为 I型CHIs, 这与进化树分析

结果一致[20]。

5 非生物胁迫条件下AsCHI1基因的表达分析

为了考察 AsCHI1 与白木香防御反应的相关性 ,

对白木香愈伤组织分别进行盐、干旱 (用甘露醇处理)、

低温及重金属处理, 以相同生长情况下未进行任何处

理的愈伤组织作对照, 不同时间点取样提取RNA后进

行实时荧光定量 PCR分析, 检测AsCHI1的表达水平。

实验结果显示 (图 8), 盐 (NaCl) 和重金属 (CdCl2) 胁迫

下, AsCHI1的表达水平在 12 h内升高, 之后随时间的

增加表达量基本持平; 低温处理AsCHI1的表达水平在

36 h达到最高, 随后缓慢下降; 而甘露醇诱导产生的干

旱胁迫条件下, AsCHI1表达量在 24 h达到最高, 是对

照的125.5倍, 之后48 h内表达量逐渐下降。

6 植物激素诱导下AsCHI1基因的表达分析

三种植物生长调节物质ABA、GA3和 SA对愈伤

组织处理不同时间后, AsCHI1基因的表达分析结果显

Figure 5 Phylogenetic analysis of CHI proteins

Figure 6 SDS-PAGE analysis of AsCHI1 protein. M: Marker; 1:

AsCHI1
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示 (图 9), AsCHI1基因在受到外源 ABA和 SA处理后

表达量均上升, ABA处理下 24 h表达量最高, SA处理

下 36 h表达量最高; 在外源GA3处理下, 出现双峰现

象, 在 24 h表达量升高, 36 h降低, 之后上升在 48 h达

到最高, 是对照的6.3倍。

讨论

查尔酮异构酶 (CHI) 是黄酮类成分生物合成中的

关键酶, 有关其研究非常广泛, 例如对矮牵牛[23]、刺甘

草[24]、百脉根[25]中 CHI的研究等。CHI通常分为 4 个

类型 , 其中 I型 CHIs主要存在于维管植物中 , 而 II型

CHIs特异性的存在于豆科植物中, I型和 II型CHIs均

可催化查尔酮底物发生分子内环化生成黄酮类成分,

其中 I型CHIs将柚皮素查尔酮异构化以形成柚皮素,

而 II型CHIs具有更广泛的底物特异性。除了将柚皮

素查尔酮转化外, 它们还可催化异甘草素转化为甘草

素 (7,4'-二羟基二氢黄酮); III型CHIs则不具有查尔酮

环化活性, IV型CHIs蛋白可能充当类黄酮生成和花色

素沉着的增强剂[20]。本文中克隆鉴定的AsCHI1经系

统进化分析发现其为 I型CHI, 进一步的酶催化活性分

析发现AsCHI1仅能催化柚皮素查尔酮而不能催化异

甘草素, 结果与进化树分析结果一致。

黄酮类化合物在植物界中广泛存在, 是植物在长

期的进化过程中为适应生态环境或抵御外界侵袭而形

成的一大类次生代谢产物, 在长期的生态适应过程中

发挥重要的作用[26]。目前研究已经证明紫外辐射、强

光、低温、高CO2浓度、干旱等生理胁迫条件均可以促

进植物体内黄酮类化合物的合成[27]。白木香的茎木及

叶中含有大量的黄酮类成分[28-30], 同时其内源黄酮类

化合物在白木香应对损伤的过程中发挥重要作用[18]。

查尔酮异构酶是黄酮生物合成途径中的关键催化酶,

研究表明, CHI基因的功能与植物的胁迫反应和激素

信号转导相关, 如经酵母提取物诱导的过表达CHI甘

草毛状根突变体, CHI的转录水平和 CHI活性大大提

Figure 7 LC-MS charts for the formation of naringenin (NA) from naringenin chalcone (NC) by AsCHI1 (A) and the control (B). The

HPLC chromatograms were measured at 198 nm

Figure 8 Expression analysis of AsCHI1 in A. sinensis Calli treated

with NaCl, CdCl2, cold temperature and mannitol, respectively

Figure 9 Expression analysis of AsCHI1 in A. sinensis calli treated

with abscisic acid (ABA), gibberellic acid (GA3), and salicylic

acid (SA), respectively
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高[31]; 伤害胁迫和茉莉酸甲酯均可诱导黄芩愈伤组织

中CHI基因表达的增加[32]; 玉米幼苗在 10 ℃的低温胁

迫下, CHI的基因转录水平在前 6 h可大幅度增加[33];

水黄皮经海水或 NaCl (500 mmol·L-1) 处理后 CHI 基

因转录水平增强, 可提高其对盐胁迫的抗性[34]。目前,

有关白木香中CHI的研究尤其是进行克隆表达后确定

催化功能的相关研究鲜见报道。本研究成功从白木香

愈伤组织中克隆鉴定了一个查尔酮异构酶AsCHI1, 并

对其进行了异源表达和催化活性分析, 发现重组蛋白

AsCHI1确实能够催化柚皮素查尔酮快速转化为柚皮

素。进一步对其在不同的非生物胁迫及植物激素诱导

条件下的表达情况进行考察, 发现无论是非生物胁迫

还是植物激素诱导, 均能引起 AsCHI1基因表达上调,

提示AsCHI1基因在白木香的植物防御反应中可能发

挥作用, 这与文献报道的CHI在植物防御反应中的作

用以及内源黄酮类化合物可以辅助白木香应对损伤的

研究结果一致。

值得注意的是, 沉香药材中主要含有倍半萜和苯

乙基色酮类成分[35-37], 而黄酮类成分却鲜见报道, 这似

乎与本文中胁迫和激素诱导均能导致 I型查尔酮异构

酶AsCHI1的表达上调进而导致黄酮生物合成能力增

强的研究结果不一致。有学者认为白木香受外界刺激

后, 在抵御外界侵害时, 白木香体内的黄酮类化合物会

在相关酶的作用下逐步“转化”为沉香的苯乙基色酮类

特征性成分[18], 这种观点虽然可以解释沉香药材中少

见黄酮类成分这一现象, 但目前尚无任何直接证据支

持白木香在胁迫条件下可以将黄酮类成分转化为苯乙

基色酮。需特别考虑的是, 白木香树在受到胁迫后, 是

否能够结香与树龄有关, 而且结香部位主要在粗壮的

主干内部, 而在幼枝、叶或年幼的白木香树则不能结香

或结香困难, 提示同作为白木香防御性物质的黄酮类

成分或者沉香药材中的倍半萜及苯乙基色酮类成分的

合成与积累可能具有组织特异性。另外, 由于沉香是

含有树脂的木材, 因此在对其进行化学成分研究中, 白

木 (非树脂类部分) 部分无法除去, 也就是说沉香药材

中实际上是含有部分未结香的茎木的, 但却无黄酮类

成分从沉香药材中分离报道, 有可能胁迫条件下, 白木

香树的叶及嫩枝中黄酮类成分的合成会增加, 以提高

白木香的抗逆境胁迫能力, 而白木香树可结香部位本

身就不含有黄酮类成分。因此, 黄酮类成分虽在白木

香防御反应中起作用, 但黄酮类成分的合成与沉香形

成之间的确切关系尚需更加深入系统的研究。
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